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ADP:アデノシン5' 一二リ ン酸 (Adenosinc5'-diphosphatc) 
AMP-PNP: 5' ーアデニリルイミド二リン酸 (5'-adcrり勺limidodiphosphate)
ANS: 1ー アニリノナフタレン-8-スノレフォン酸 (l-anilinonaphtalcnc・8・sulfonate)
ATP:アデノシン 5' 一三 リン酸 (Adenosinc5'-triphosphatc) 
ATP-γδ:アデノシン5' -0ー (3ー チオ三 リン椴〉
(Adenosinc 5'-0-(3・thiotriphosphatc)) 
Bis: N， N'ーメチレンビスアタリノレアミド (N，Nιmcthylcncbisacrylamide) 
BSA:牛血清アルブミン (BovineSerum Albumin) 
CD:円偏光ニ色性 (CircularDichroism) 
CoASAc:アセチルコエンザイムA (Acetyl Coenzymc A) 
CoASH:コエンザイムA (Coe回 ymeA)
DHFR:ジヒドロ葉酸還元酵素 (DihydrofolatcRcductasc) 





FKBP: FK506結合蛋白質 (FK506Binding Protcin) 
Gdn-HCI : :境酸グアニジン (GuanidineHydrochloridc) 
HEPES: Nー[2ー ヒドロキシエチjレ〕ピペラジン-N'一 [2-エタンスルフォン
酸] (μ[2・hydroxyethyl]piperazine-Nι[2・ethanesulfonatc]) 
HPLC:高性能液体クロマトグラフィー (日ghPcrformancc Liquid Chromatography) 




( s -Nicotinarnide Adenine Dinucleotide; Reduccd Form) 
NMR:核磁気共鳴 (NuclearMagnetic Resonancc) 
PAGE:ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (PolyacrylamidcGcl Elcctrophoresis) 
POI:プロテインジスノレフ ィドイソメラーゼ (ProtcinOisulfide Isomcrasc 






(Peptidyl-prolyl cisltrans Isomerase) 
Rubisco :リブリースビスリン酸カルポキシラーゼ/オキシゲナーゼ
(Ribulosebisphosphatc Carboxylase/Oxygcnasc) 
SOS:ドデシル硫酸ナトリウム (SodiumOodccyl Sulfatc) 
-v -
SOPC: S - (0ーニトロフェニル)-L-システイン (S-(o・nitrophcnyl)・しc)峨eine)
TCA:トリクロル酢酸 (TrichloroaccticAcid) 
TEMEO: N， N， N' ， N' ，ーテトラメチルエチレンジアミン
(N， N， N'， N'， -tctramcthylethylencdiaminc) 
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d.Gs=R 1 nKs 
(Rは気体定数， Tは絶対温度〉
平衡定数が急激に変化している遷移領域ではd.Gsは変性斉IJ泌度と一次関数の関係にあ
ると近似することができ (Schellmanの近似(12))， この関係より水中即ち s=Qでの
蛋白質の変性向由エネルギー変化d.GH20が外抑法により求められる。
































































てこのような締造形成が行われているとすると， 1 0 0残基のポリペプチド鎖が形成
しうる構造の総数は控えめに推定して約 10 100通り，それぞれの椛造を試行するのに
要する時間を大幅に短縮して 10 -15秒とすると楠造を形成するまでに要する平均の時
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行われ，その実験結果を総合すると蛋白質は 10-3秒から 10 2秒の時間範囲で以下の
ようなー述の過程を経て構造を形成していくとされている。
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桑島らは 19 8 8年に自作のストップトフロー分光光度計を別いて18ミリ秒以
上のごく早いフォールディング反応の解析をチトクロムcとβーラク トグυプリンに



























形成する現象をHydrophobicCollapse (疎水的凝集〉とよび， Hydrophobic Collapseによ








することを解明した(30，31)0 1 9 8 1年にPtitsynらはこの中間状態をネイティヴ状態













































ルシウムを結合し (K= 103 M-1) ，第二段階後の中間状態にはやや強く (K= 105 
































































































































































































197 4年にTissieresらはショウジョウバエの幼虫を最適生育温度(2 5 't:)より
も高い温度で飼育するとある限られた一群の蛋白質が細胞内において誘導， または発
現地加されることを報告した(61)。彼らはこの誘導される一群の蛋白質をその誘導方式





































Name Mol巴cularWelght Cellular u:>calization Role in Cell Examples 
kDa) 
Thermotolerance， yeast Hsp104(71) 
Hsp100 Class 100 Cytosol， ~itochondria Protein Degradalion E. coli ClpA(72) 
Hormone Receptor Yeast Hsp90(73) 
Hsp90 Class 90 Cytosol， ER Control E. colt HtpG(74) 
Cylosol. ER. Prolem Stabilizalion， Yeast Kar2(75) 
Hsp70 Class from 70 to 78 ~itochondria ， Prolein Transport， Mammahan BiP(76) 
Chloroplasls Protein Degradalion E. coli DnaK(77) 
from 55 10 60; Cylosol. Perlplasm， Facililation of Protein ε. coll GroEL(78) 
Hsp60/10 Class also 10 Mitochondria， Folding Yeast Ilsp60(79) 
Chloroplasts Mammahan Hsp58(79) 
Cylosol. MilOchondria. Cell Differenllation， Human αA-cryslallin(80) 
Hsp27/28 Class from 151030 Chloroplasls. Nucleus Proletn Foldtng. Drosophila Hsp27(80) 
ThermolOlerance 
Protein Dcgradation. Ubiquitin(81) 
Protease Clas variable Cyloplasm Protein Targeting E. coli Lon Proteas巴(82)
E. coli ClpP Protease(83) 
Proline Isomerization. Eukaryolc Hsp56(84) 







































1 -F -2. Hsp90ファミリー(88)
Hsp90は兵核細胞，及び原該細胞ともに発現されているサブユニット分子品約9万
の二重体蛋白質であり，細胞内で発現されるもっとも多い蛋白質の一つである(通常





























らホルモンが供給されるとレセプターにホルモンが結合し 〈凶 10 (A)) . Hsp90と
Hsp56は解縦し 〈図 10 (B)) ，活性型のホルモン ・レセプター複合体が形成される(
98)。ホルモンの解離とともにレセプターは再び不活性型に変換され 〈図 10 (D)) ， 
Hsp90と次の項で紹介するHsp70と結合することにより，アポレセプターコンプレック
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1 -F -4. Hsp60/10ファミリ一一大腸菌由来GroEL・GroES蛋白質を中心に(89)
















ものを 2つ，同軸状に重ねた 7回軸対祢の“タフル ・ドーナッツ(Doublc 
Doughnut) "型構造であった (図13)。また， GroEl忍白質は弱いATPアーゼ活性
を持つこともHendrixは確認した。一方， GroES蛋白質はサブユニット分子世が約 1万
5千の7註体のオリゴマー蛋白質で， GroELと同様7回軸対称のリング状の四次構造を

































































































































30 lCDa (α1) 
33 kDa(α1) 
-40kDa(α1) 
48 kDa (α1) 
-50kDa (α1) 
54 lCDa (α1) 
59 kI:ぬ (α1)
68kDa(α1) 
32 kDa (a2) 
50 kDa (α2) 
64 kDa (α2) 
68 kDa (α2) 
54ゆ a(α2) 
70ゆ a(α2) 
74 kDa (αIsI) 
94 k.白(α2)
]09 k.Da (α2) 
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しRCH2CID叩 2COOH+ H20 = RH + CH3COCOOH + NH3 ...α，β脱離
しRCH2CHNH2COOH+ R1 H ~ RH + R1 CH2CHNH2COOH ... β置換




























































































半井化学薬品 (株) ::塩酸グアニジン (Gdn・HCl)， N-2-ヒドロキシエチルピペラ
ジン-N'-2-エタンスルフォン酸 (HEPES)，ジチオスレイトール (DTT)， ト
リス (ヒドロキシメチル〉アミノメタン (Tris)，アクリノレアミド， N， N' ー メチレ
ンビスアクリルアミド (Bis)，N， N， N' ， N' ーテトラメチルエチレンジアミン
(TE恥伍0))モリブデン酸アンモニウム，水素化シアノホウ素ナトリウム，エチレン
ジアミン四酢酸 (EDTA))ポリエチレングリコールモノ -pーイソオクチルフェニル
エーテル (TritonX・100))P L P，乾燥酵母エキス
和光純薬工業 (株) :マラカイトグリーンシュウ酸塩， ドデシル硫酸ナトリウム
(SDS) ，硫酸アンモニウム， トリクロル酢酸 (TCA)，ホスホエノールピルビン酸
〈トリスシクロヘキシルアンモニウム〉塩 (PEP))無水酢酸，コエンザイムA
(CoASH) ，過塩素酸
協和発酵工業 (株) : P L P 
日本製薬 (株) :ポリペプトン
同仁化学研究所:核酸合成用ジオキサン
Merck:ポリエチレングリコール40 0 0 (PEG) 
SIGMA:牛血清アルブミン (BSA)，アデノシン 5' 一三 リン酸 (ATP))アデノシ
ン5' 一二リン酸 (ADP)，アデノシン5' -0-(3チオリン酸) (A TP -r -S) ， 
j ーアデニリルイミド二リン酸 (AMP-PNP))還元型β-ニコチンアミドアデニン
ジヌクレオチド (NADH)
オリエンタル酵母 (株) :アデノシン 5' 一三リン酸 (ATP)，還元型 βーニコチン
アミドアデニンジヌクレオチド (NADH)
アマシャム社:Adenosine 5'-[γ ・32 P] Triphosphate (放射能比活性約 3000Ci/mmol) 
天野製薬 (株) :リンゴ酸脱水素酵素 (MDH) (Thermus種由来〉
BoeringeトManr由elfi クエン酸合成酵素 (豚心臓由来〉
Pharmacia Biotech (株) : Pひ10Sephadex脱塩カラム)Q-Sepharose陰イオン交換樹脂
およびSuperdex200 HR 10/30充填済みゲル鴻過クロマトグラフィーカラム
東ソー (株) : Butyl Toyopearl 650M疎水性クロマトグラフィ一樹脂
日本ノ〈イオ ・ラッドラボラトリーズ (株) : Bio-Gel SEC 40・XL高速液体クロマトグラ
r"¥ 
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5' ージチオビス (2ーニトロ安息香酸) (D1NB;エルマン試薬(187))を用いて，
412nmにおいてD古河Bが発色しなくなる時点で反応終了とした。合成されたCoASAcの
定此はクエン酸合成酵素が基質のオキサロ酢酸をクエン酸に変換する際にCoASAcが消
l!1され， CoASHが生成される性質を利用し，生じたCoASHに D官~Bを作用させ， 412 
nmにおいて発色定量した(187)0CoASHとD1NBとの反応の結果生じる発色化合物， 5 











































LB Mcdium (11あたり〉 PEPC誘導培地 (11あたり
醇f手エキス 5g 50倍濃度E 培地・ 1 20ml 
ポリペプトン 10 g 1 % L-Mcthionine 10ml 
NaCI 5g 10% L-Arginine 2 ml 
D-Glucosc 19 安楽の金属塩溶液*2 1 ml 
1NNaOHでpH7.2に調整 20% D-Glucosc 50ml 
川 [50倍濃度E-培地] (11あたり〉
硫椴マグネシウム七水和物 10 g 
クエン酸一水和物 100 g 
K2HP04 500 g 
NaNH4HP04四水和物 175 g 
1NNaOHでpH7.2に調整
バ〔安楽の金属塩溶液〕 (11あたり〉
FeCb・6H20 480mg H3B03 290mg 
ル1nC12・4H20 280mg CoS04 130mg 
CaCl2 270mg 
ZnCI2 2000 mg 
培養方法はまず5mJのLB培地中にF15/pT2を白金耳で接種し， 3 7 OCで振とう培養に
より一晩培養する。培養された液を1ml， L B培地50凶に接種し， 一晩振とう培養を
行う。この培養液を10mlとり21の肩付きフラスコ中の11PEPC誘導培地Iドに接種し，

















この混合物に4mMA T Pを加え 10分間放置した。
[緩衝液AJ
50 mM Tris-HCl， pH 7.8 
0.1 M t、~aCl
10 mM Mg(CH3C00)2 
0.5 mM DTT 
10mM KCl 








た。 簡潔に述べると，まず出重量約 10 gのF15/pT2菌体を緩衝液 B50mlに懸濁し，
0.3 mglrnlリゾチーム及び10mMEDTAを添加した後，約 1時間氷中で撹持した。この
幽体懸濁液をごく短時間の趨音波破砕処理 〈出ノJ約 100W， 1 0秒間， 5，._ 6回)に供
した後，約10，000x gで遠心分離し上清を粗醇京液とした。
[緩衝液BJ
0.1 MTris-H2S04， pH 7.4 












0.1恥fTris-H2S04， pH 7.4 
5 mM 2-Mcrcaptoethanol 
1 M (NH4)2S0 4 (緩衝液C' については0.7M) 




























































素ナトリウムを添加し， 1 0分間反応させた。反応後， PD-10カラムで脱植し，余分な
試薬を取り除いた後に蛋白質濃度をホロ卜リプトファナーゼの吸光係数を用いて決定
した。還元固定型トリプトファナーゼの吸光スペクトルはホロ酵素の持つ420nmにお
けるシッフ塩基由来の吸収が消失し， P L Pのピリドキシル基に由来する340nmの吸
収を保持したままである。この340nm付近の吸収を利用してトリプトファナーゼに還
元固定された補酵素のモル数を定量したところ(ピリドキシルアミンシ-リン酸の




























50 mM HEPES-KOH， pH 7.8 




















た。適時， 1 mlサンプルをとり， 2 5 CCで活性を測定したが，椛造形成中の温度が










































B溶液 :4.2 %モリブデン酸アンモニウム 4NHCl溶液
C溶液:TritonX・100
D溶液:34%クエン酸三ナトリウム二水和物
発色試薬はA液， B液， c液を混合してその都度調製する。まずA液とB液を3: 1 
の割合で混合し， 20分以上撹持した後に混合液5mlにつき 5μ!のC溶液を添加し
撹鉾後， Whatman No. 5滅紙を用いて滅過した。定量を行うべきフォールデ、イング反応
溶液はフォールディング用緩衝液に10μg加lの変性トリプトファナーゼ， 76μglml 

















クレオチドの濃度を変化させ， 1 5 0分間フォールディング反応を進行させた後，活
性回復率を活性測定により定盆した。得られたー述の活性回復率を規絡化するために
それぞれのデータを以下に示す式で処理し，比活性回復率を導いた。








10 mM HEPES-KOH， pH 7.8 
10 mM KCl 


























dcg・cm2 • dmol -1 )に変換するために以下の式を利用した。
Al_100 x [0]伽[0] .l.V V ': 
lC 
この式において，[Olobsは観測されたCDスペクトル強度 〈単位dcg)， 1は観測を行っ
たセルの光路長 〈単位.cm)， Cは試料蛋白質の残基モル濃度 (溶液中に存在するアミ
ノ酸残基の総モル濃度;単位molのである。 CはGroELのサブユニット一個を分子量
57，259の549残基からなるポリペプチド鎖として計算した。









50 mM HEPES-KOH， pH 7.8 
50mM KCl 
10 mM Mg(CH3COO)2 
0.5 mM DTI 
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ぐ効果を持つ。その後. 50%エタノール500ml + 1.5 ml濃アンモニア水に懸濁し，再















10 mM Tris-HCl， pH 7.8 









2 -J -5. GroElぬ変性反応の可逆性の位認
本研究で観測されたGroEIぬ変性反応は複数の段階に分けられる複雑な物であり，
そのうち可逆な段階も存在する可能性があったため，この反応の可逆性を調べるため
に笑験を行った。高濃度 (8.6mg!ml)のGroEL試料溶液に8M Gdn-HCl 水溶液を加え，










































































































示した。1.0M Gdn-HCl以下の低濃度の Gdn-HCl中では， トリプトファナーゼは図 17 
の(a)でみられるような緩やかな蛍光の上昇を 340nmにおいて見せた。ほぼ同じ速度











た。図 17 (のにみられるように0.7M Gdn-HCl中では340nmにおける蛍光の上昇は約 1
5分で完了しているため，この実験ではトリプトファナーゼの試料を 15分間 0.7M
GdrトHCI中で変性させた後I 3 0分間 370Cで構造形成させた後の比活性を測定し
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蛍光強度の変化。(a)は0.7M Gdn-HCl中のホロトリプトファナーゼの蛍光スペクトル変化， φ)は1.4M 
Gdn-HCl中の蛍光スペクトル変化， (のは2.0M Gdn-HCl中の蛍光スペクトル変化を去す。各図において実
線は340nmにおける蛍光強度の変化を表しく図左の目盛りに破線は 50011mにおける蛍光強度の変化







































































































も強度変化の大きい成分について擬一次反応速度式により解析した。 O.1 M Gdn-HCl以下で観測され



































































u 1.0 mg/ml 
ヱ
• c 
可3 0.8 mg/ml 。
主
マ 0.6 mg/ml 
c 
υ 0.4 mg/ml c 。
υ 。 0.3 mg/ml ω 
~ a. 
ト- 0.2 mg/ml 
。 10 20 30 40 






せた。この際. トリプトファナーゼの濃度は5μg/mlに統ーした。25 "cでフォールディング反応を 1時
間進行させた後.活性を測定した。図中の白し、パーで示した結果は，希釈率のi!!いによりフォールデイ
ンクe反応中の残留Gdn-HCl濃度がサンプル間で異なった場合の結果である。それぞれのサンプルの残留
Gdn剖Cl濃度は以下の通り:1.0 mg/mL 20 mM ; 0.8 mg/mL 25 mM ; 0.6 mg/mL 333 mM ; 0.4 mμnl， 






凶21に示した搾グラフには， 0.4 mglmlから 2.0mglmlまでの様々な濃度のホロ
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度を 250Cに移動させると 10 OCで構造形成させたトリプトファナーゼは急激な活性
の回復を見せ，最終的には200Cで観測された活性回復率に近い活性回復率を示し






ちに 370Cに昇温させた後， 1時間 370Cで反応を進行させると， 3 7 OCにおいてト
リプトファナーゼは27U/mgの活性を示した。これはフォールディング反応を一貫して














50 100 150 200 250 





mwmJ. 構造形成中のトリプトファナーゼの濃度は5μglm~ 残留Gdn-HCl濃度は100 mMに統ーした。
O. 3 7"C ;・.lO"C;ム.20"C。図中“RefoldingTime~ は反応、溶液中に変性トリプトファナーゼ
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的フォールディング反応、の活性回復率 (0)は15%となっている〈閑 21参照)0 0， トリプトファ
ナーゼの自発的フォールディング;・.10 mg/m] PEG存在下でのフォールディング ;企.1.001μnJ BSA 
存在下でのフA"ールディング.6.， トリプトファナーゼサブユニットモル濃度に対し5倍品のGroEL.
GroES.ならびに201MATP存在下でのフォールディング;・， トリプトファナーゼに対し15倍盆の
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度の比は:0， 1: 1 ;・.3: 1 ;ム， 1 0 : 1 ;.， 1 5 : 1。トリプトファナーゼの濃度は5μ
μn1であった。溶液中に存在するGroEに由来する光散乱を考慮、して，それぞれのデータは生のデータよ
り時間Oにおける光散乱強度を差しヲ|し、た値“Si(t)-Si(O)"として表示した。
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ゼの濃度は5μg/01Jo0， A T P ;・，ADP。
-73-
ATPに関しグ反応に対するGroE綾合体の効果はやはりヌクレオチド濃度に依存し，
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Wavelength (nm) 
図31. GroELの蛍光スペクトル及びCDスペクトル。GroELO)濃度は50μglmlo(a)蛍光スペクトル。
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に添加されている場合は濃度を2mMとした。 0，完全なGroE複合体 (GroEL，GroES， A T P)存在下


























イング反応液中では反応開始後 15分でおよそ 15 %の活性回復を見せ，その後
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したように， トリプトファナーゼが最も能率良く活性を回復する温度領域は 20 'cか
ら25'Cの問であり，それ以上の温度，またはそれ以下の温度においても活性回復本
は低下した。しかし，それぞれのサンプルの温度を25'Cに変化させると， 1 0 'cで








































































にGroELが中心的な役割を飽っていると考えられた(図 26 (a)) 0 -)Jで-はGro.ESが反
応溶液中に添加されなくてもトリプトファナーゼの活性回復率はほとんど変化しなか
ったことから， トリプトファナーゼのフォールディング反応においてはGro.ESは必須の
役割を担っていないことが明らかとなった(図26 (b))。また， AT P 非存在下で
GroEL・Gro.ESはトリプトファナーゼのフォールディング反応速度を低下させる効果を




































































f (例 :τ"Pasec)はその前の分子 (τ"Paseb)より構造形成が進行しており，従ってGroELとの親和性も











































































ることが確かめられた。また， AD Pの効民は濃度依仔的であり， ATPほど‘有効で
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